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論文内容要旨
背景:肺動脈性高血圧症 (pulmonaryarterial hypertension; PAH) は、進行性で予後不良な疾
患であり、肺血管平滑筋細胞 (pulmonaryarterial vascular smooth muscle cells; PASMC) の
過収縮・異常増殖が主要な病態である。これまでの研究により、 Rho/Rho・kinase (ROCK) 
pathway が、 PAH を含む様々な心血管病の成因に深く関与することが示されてきた。 ROCK に
は、 ROCK1 と ROCK2 という 2 つのアイソフォームがあり、 ROCK1 は免疫機能に、 ROCK2
は内皮・平滑筋細胞 (vascularsmooth muscle cells; VSMC) が中心の血管機能に関与している
と考えられているが、厳密なアイソフォーム聞の違いは不明である。本研究の目的は、 PAH の
病態に深く関与する異常 PASMC における、 ROCK2 の役割を解明することである。
方法:肺移植を受けたレシピエント PAH 患者の肺組織およびヒト肺癌患者由来の正常肺組織を
用いて、免疫組織染色法により ROCK2 発現を比較検討した。次に、 SM22α プロモーターを用
いて、 VSMC 特異的 ROCK2 ヘテロノックアウト (ROCK2+1-) マウス、ならびに VSMC 特異的
ROCK2 過剰発現 (ROCK2-Tg) マウスを作成した。 8 週齢の各系統のマウスに対し、慢性低酸
素暴露 (10%低酸素濃度、 4 週間)誘発性の肺高血圧症 (PH) モデルを用いて、 PH の各指標(肺
血管リモデリング、右室圧、右心室肥大)を比較検討した。さらに、マウス肺組織において、免
疫組織染色法により炎症性、増殖性細胞の評価、ウエスタンプロット法により ROCK 活性(リン
酸化体ミオシン結合サブユニットの割合)と extracellularsignal-regulated kinase (ERK) 活性
(リン酸化体 ERK の割合)を評価した。また、各系統のマウスから VSMC を分離・培養して、
細胞増殖曲線により増殖能を、 scratch assay ならびに Boyden chamber assay により遊走能を
比較検討した。最後に同様の検討を、 PAH 患者由来の PASMC に対しでも、 siRNA トランスフ
ェクション法により ROCK2 をノックダウンした後に施行した。
結果:ヒト正常肺組織に比べて、 PAH 患者肺組織の肺血管リモデリング部で、 aSMA 発現部位
ヮ“??
に一致して ROCK2 の発現充進を認めた。トランスジェニックマウスを用いた実験では、正常酸
素暴露後 (21%酸素濃度)においては、いずれの系統のマウスも PH を認めず、対照群と比べて
も表現型に違いを認めなかった。しかしながら、慢性低酸素暴露後においては、 PH の各指標が
対照群と比べて、 ROCK2+/・マウスでは減弱、 ROCK2-Tg マウスでは増悪した。さらに、マウス
肺小血管における CD45 陽性の炎症細胞数ならびに Ki67 、 P-ERK 陽性の増殖細胞数、肺組織に
おける ROCK活性ならびに ERK 活性、のいずれも ROCK2+/ーマウスでは減弱、 ROCK2-Tg マウ
スでは増悪した。マウス VSMC を用いた実験では、 ROCK2+/ーマウスでは増殖能および遊走能の
両方が低下し、 ROCK2-Tg マウスでは遊走能の充進を認めた。最後に、 PAH 患者由来の PASMC
においても、 ROCK2 をノックダウンすると増殖能および遊走能の低下を認めた。
結論: PASMC の遊走・増殖に関わる ROCK2 が、 PAH の病態において重要な役割を果たして
いることが示唆された。 ROCK2 を選択的に阻害することが、より効果的な PAH 治療戦略にな
ると期待される。
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肺動脈性高血圧症 (pulmonary arterial hypertension; PAH) は、進行性で予後不良な疾患であり、肺血
管平滑筋細胞 (pulmonary arterial vascular smooth muscle cells; PASMC) の過収縮・異常増殖が主要な病
態である。これまでの研究により、 Rho/Rho-kinase (ROCK) pathway が、 PAH を含む様々な心血管病の成因に
深く関与することが示されてきた。 ROCK には、 ROCK1 と ROCK2 という 2 つのアイソフォームがあり、 ROCK1 は
免疫機能に、 ROCK2 は内皮・平滑筋細胞 (vascular smooth muscle cells; VSMC) が中心の血管機能に関与し
ていると考えられているが、厳密なアイソフォーム聞の違いは不明である。本研究では、 PAH の病態に深く関
与する異常 PASMC における、 ROCK2 の役割を解明することを目的とした。
当院で肺移植を受けた、レシヒ。エント PAH 患者の肺組織およびヒト肺癌患者由来の正常肺組織を用いて、
免疫組織染色法により ROCK2 発現を比較検討したところ、正常肺組織に比べて、 PAH 患者の肺血管リモデリン
グ部において、 αSMA 発現部位に一致して ROCK2 の発現充進を認めた。次に、 SM22α プロモーターを用いて、
VSMC 特異的 ROCK2 ヘテロノックアウト (ROCK2い)マウス、ならびに VSMC 特異的 ROCK2 過剰発現 (ROCK2-Tg)
マウスを作成し、慢性低酸素暴露(10九低酸素濃度)誘発性の肺高血圧症 (pulmonary hypertension; PH) モ
デ、ノレを用いて検討した。正常酸素暴露後 (21% 酸素濃度)においては、いずれの系統のマウスも PH を認めず、
対照群と比べても表現型に違いを認めなかった。しかしながら、慢性低酸素暴露後においては、聞の各指標
(肺血管リモデリング、右室圧、右心室肥大)が対照群と比べて、 ROCK2十マウスでは減弱、 ROCK2-Tg マウス
では増悪した。さらに、マウス肺小血管における CD45 陽性の炎症細胞数ならびに Ki67、 P-ERK 陽性の増殖細
胞数、肺組織における ROCK 活性ならびに ERK 活性、のいずれも ROCK2いマウスでは減弱、 ROCK2-Tg マウスで
は増悪した。また、各系統のマウスから分離・培養した大動脈由来の VSMC を用いた実験では、 ROCK2+/ーマウス
由来 VSMC では増殖能および遊走能の両方が低下し、 ROCK2一Tg マウス由来 VSMC では遊走能の充進を認めた。
同様に、 PAH 患者由来の PASMC においても、 siRNA トランスフェクション法により ROCK2 をノックダウンした
ところ、増殖能および遊走能の低下を認めた。
PASMC の遊走・増殖に関わる ROCK2 が、 PAH の病態において重要な役割を果たしていることが示唆された。
ROCK2 を選択的に阻害することが、より効果的な PAH 治療戦略になると期待される。
よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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